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Electrophoretic separation of the phosphoric esters of thiamine 
from the corresponding derivatives of oxythiamine 


P, FIORETTI - A, MASCOLO 


The preparation of the phosphoric esters 
of oxythiamine (1) creates the problem of 
their separation from the corresponding de- 
rivatives of thiamine. 

When OT (*) is prepared according to 
Rydon (2) a mixture of OT and T is obtained. 
Consequently in the subsequent —— 
rylation step according to Viscontini et al. (3) 
the phosphoric esters of both T and OT are 
formed. 

An electrophoretic procedure on filter paper 
has been which allows the separa- 
tion of these compounds. The separation of 
each OT phosphoric ester from the corre- 
sponding T derivative is reproduced in figure. 

It has not been possible to separate all the 
compounds on a single paper, the possibility 
of separating each Ft ester of T from 
the corresponding OT derivative however 


(*) The following abbreviations are used: 
T thiamine 
oxythiamine 
monophosphothiamine 
mono-oxyphosphothiamine 
diphosphothiamine 
diphosphooxythiamine 
triphosphothiamine 
“triphosphooxythiamine 


gives a means of controlling the degree of 
purity of the preparations of the single esters 
and, if necessary, to determine them separately. 


SUMMARY 


A paper electrophoresis procedure has been devised 
to separate thiamine and its phosphoric esters from 
oxythiamine and its corresponding phosphoric esters. 


RIASSUNTO 


E stato messo a punto un metodo di elettroforesi 
su carta per separare la tiamina e i suoi esteri fosforici 
dalla ossitiamina e corrispondenti esteri fosforici. 


RESUME 
Séparation électrophorétique des esters phosphoriques de 
la thiamine d’avec les dérivés d’oxythiamine corre- 
spondants. 
Une méthode d’électrophorése sur papier a été 
mise au point pour séparer la thiamine et ses esters 


phosphoriques de l’oxythiamine et des esters pho- 
sphoriques correspondants. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Elektrophoretische Trennung der Phosphoresther des Thia- 
mins von entsprechenden Derivaten des Oxythiamins. 
Es wurde eine elektrophoretische Methode auf 
Papier zur Trennung des Thiamins und seiner Pho- 


sphoresther vom Oxythiamin un den entsprechen- 
den Phosphoresthern ausgearbeitet. 
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RESUMEN 
Separacion electroforética de los ésteres fosfdricos de la 
tiamina de derivados correspondientes de oxitiamina. 


Ha sido puesto a punto un método de electrofo- 
resis sobre papel para separar la tiamina y sus ésteres 
forféricos de la oxitiamina y ésteres fosféricos cor- 
respondientes. 


+ + 
Start 
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Fig. 1 - Separation of T and OT pnosphorilated derivatives by means of paper electrophoresis. 70 yg of each compound where 
applied on the paper. In all experiment Munktell 20 Paper (lenght cm 25) was used and a potential of 180 volts was applied 


corresponding to I mA cm! width of the paper. 


a) Separation of T and OT in buffer citrate pH 3; 
b) Separation of MPT and MPOT in buffer citrate pH 3; 
©) Separation of DPT and DPOT in buffer citrate pH 4; 
d) Separation of TPT and TPOT in buffer borate pH 10; 


The photographs were taken in the U.V. light (Mineralight-Short wave filter) on Graphofiex Ferrania Paper by direct exposure. 
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#! = 0.032 - The current was applied for 2h. 
@ = 0.032 - The current was applied for 3h. 
2 = 0.030 = The current was applied for 3h. 
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Variazioni di alcune attivita enzimatiche del fegato 
durante la gliconeogenesi da prednisone 


V. FERRARI - L. T. TENCONI 


La neoformazione di carboidrati a spese 
delle proteine endogene che ha luogo nel 
digiuno é inibita dalla surrenectomia e po- 
tenziata dagli steroidi corticosurrenalici 11-os- 
sigenati (1, 2, 3). Sebbene’il substrato per la 
liconeogenesi sia costituito dagli aminoacidi 
iberati dalle proteine dei tessuti periferici, 
la sede della i. metabolizzazione e della 
loro conversione a carboidrati é@ essenzial- 
mente rappresentata dal fegato. Ci é parso 
quindi interessante lo studio di alcune atti- 
vita enzimatiche a livello di questo organo, in 
corrispondenza di un difetto o di un eccesso 
di fattori glucoattivi nell’organismo, speri- 
mentalmente indotti, e valutati attraverso 
la contemporanea determinazione del gli- 
cogeno epatico. Come stimolo glucoattivo 
si impiegato il prednisone (/  ,-deidro- 
cortisone), composto che ad una stretta simi- 
larita strutturale col cortisone unisce una 
glucoattivita notevolmente piii intensa e pid 
scevra da interferenze sul metabolismo fl 
trolitico. 

Le attivita enzimatiche prese in considera- 
zione sono state le transaminasi glutamico-os- 
salacetica e glutamico-piruvica e la fosfatasi 
alcalina. 

Le reazioni transaminasiche, impegnate come 
é noto nell’interconversione di aminoacidi 
e chetoacidi senza liberazione di ammoniaca, 
sono comunemente considerate delle impor- 
tanti vie di congiunzione tra il metabolismo 
intermedio delle proteine e dei carboidrati (4). 
L’interesse di tali reazioni in una condizione 
in cui linterscambio tra questi due settori 
metabolici fosse sperimentalmente modificato 


appare quindi evidente. Le notizie disponibili 
in letteratura sono tuttavia scarse e, per 
quanto riguarda lo stimolo glucoattivo usato, 
limitate al cortisone. Inoltre si riferiscono a 
condizioni sperimentali in cui rapide varia- 
zioni della gliconeogenesi da proteine endo- 
gene esulavano dagli scopi della ricerca. In- 
fine si pud notare anche come in letteratura 
manchino notizie sulla transaminasi gluta- 
mico-piruvica, che pure é una delle pit im- 
portanti di queste attivita enzimatiche (5). 

La transaminasi glutamico-ossalacetica in 
vari tessuti del ratto é stata studiata da Rindi (6) 
il quale, per quanto riguarda il fegato, ha 
potuto osservare che la surrenectomia non 
riduceva ma anzi elevava leggermente questa 
attivita enzimatica; un trattamento protratto 
con cortisone induceva un aumento di atti- 
vita, che era significativo negli animali inte- 
gri, ma non in quelli surrenoprivi. Eischeid 
e Kochakian (7) nel topino integro hanno 
osservato che l’impianto sottocutaneo di cor- 
tisone fino a circa 7 giorni non modificava 
l’attivita transaminasica glutamico-ossalacetica 
del fegato, che invece in una fase successiva 
diminuiva. Si tratta quindi di un effetto molto 
dilazionato del trattamento e non si pud esclu- 
dere che stia a significare una conseguenza 
aspecifica, piuttosto che una causa, delle va- 
riazioni metaboliche indotte dall’ormone. 

La fosfatasi (monofosfoesterasi) alcalina é@ 
stata da noi studiata, essendo noto dagli studi 
di Vail e Kochakian (8) e di Kochakian e 
Bartlett (9) che un aumento di tale attivita 
enzimatica nel fegato consegue a dosi ade- 
guate di estratto corticalico o di composto A, 
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ma non di DOCA, e la conclusione degli AA. 
secondo la quale |’aumento della fosfatasi al- 
calina epatica sarebbe un effetto specifico 
degli ormoni glucoattivi, strettamente con- 
nesso, anche se non quantitativamente cor- 
relato, con la gliconeogenesi da _proteine 
endogene. 

La nostra ricerca é stata condotta secondo 
i criteri di una vera e propria prova di gluco- 
attivita, su animali digiunanti, integri o sur- 
renectomizzati, precedentemente alimentati 
con dieta altamente proteica (10). Si sono 
usati ratti Wistar, maschi, del peso di 140-160 g; 
quelli surrenoprivi sono stati impiegati in 
5* giornata dall’intervento ed hanno ricevuto, 
invece di acqua di fonte, soluzione cloro- 
sodica all’1%. In corrispondenza della 16* h 
di digiuno, é stato iniziato il trattamento, 
consistente in una iniezione sottocutanea ogni 
2 h, ripetuta 4 volte, sia di 1 cc di miscela 
alcool-acqua al 10% sia di 1 mg di prednisone 
sciolto nello stesso solvente. Due ore dopo 
ultima iniezione (24* h dall’inizio del di- 
giuno) gli animali sono stati sacrificati e sul 
fegato si ¢ proceduto alla determinazione del 
glicogeno (metodo di Hagedorn e Jensen) e 
alla preparazione degli omogenati a O°C in 


KCl isotonico per il dosaggio delle attivita 
enzimatiche. 

Per le attivita transaminasiche sono stati 
usati come substrati I’x-chetoglutarato e |’l-a- 
spartato (reazione glutamico-ossalacetica) op- 
pure l’s-chetoglutarato e la l-alanina (rea- 
zione glutamico-piruvica). Le condizioni sono 
state: I,5 cc di tampone di fosfati M/15 pH 
7.4 + 0,5 cc dell’uno e dell’altro substrato 
(0,05M) + 0,5 cc di omogenato al 2,5%; 
tempo d’incubazione 15 minuti a 37°C. In 
entrambe le reazioni si ¢ dosato come prodotto 
finale l’acido glutamico (cromatografia su 
carta quantitativa: 11), che viene espresso come 
uM di glutamato extra formato/mg N del- 
omogenato/h. 

L’attivita fosfatasica alcalina @ stata deter- 
minata incubando per 30 minuti a 37°C 
0,5 cc di $-glicerofosfato M (0 di acqua 
distillata) + 1 cc di omogenato di fegato al 
2,§% + 1 cc di tampone al veronal 0,1 M 
pH 9,3 + 0,5 cc di acqua. Al termine si de- 
proteinizzava con acido tricloroacetico e sul 
supernatante si dosava il P inorganico (me- 
todo di Fiske e Subbarow). II valore, detratto 
quello ottenuto col solo omogenato senza 
substrato, é stato espresso in y P/mg N/h. 


Glicogeno epatico, attivita transaminasiche e attivita fosfatasica alcalina del fegato 
in ratti integri o surrenectomizzati, con o senza trattamento prednisonico. 


Attivita transaminasica | a | 

uM glutamato/mg N/h ttivita 
Ratti Trattamento Glicogeno epatico: fosfatasica alcalina: | 
| g% tessuto fresco P/mg N/h 

Glut. - Ossal. Glut. - Piruv. sie, 

solvente 0,072* + 0,02 | 35,80 + 3,11 14,56 + §,42 13,36 + 2,91 
(9)** (9) (9) (6) | 
ES CET ee prednisone | 1,360 4+ 0,19 37,80 + 1,63 18,12 + 4,76 | 30,45 + 10,12 | 
(9) (9) (9) (6) 
Surrenectomizzati .......... solvente 0,038 + 0,01 40,63 + §,98 11,47 + 3,22 12,33 + 3,61 
' (14) (14) (14) (9) } 
| 
| Surrenectomizzati .......... prednisone 1,557 + 0,31 48,95 + 8,72 12,1§ + 2,17 47,31 + 7,78 
(14) (14) (14) (9) 


* Medie + D. S. 


** Numero degli animali su cui sono state compiute le osservazioni. 
Per la significativita delle differenze tra le medie si veda il testo. 
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I risultati ottenuti sono espressi nella tabeila. 
Da essi si rileva: 


Glicogeno epatico - Il trattamento di controllo 
(solvente) ha comportato, in questi particolari 
animali, valori di glicogeno epatico da di- 
vati per nei ratti integri che in quelli surre- 
noprivi, come era da attendersi in base al 
ben noto effetto della surrenectomia sui mec- 
canismi della glicostasi. I] prednisone, a sua 
volta, ha dimostrato il previsto effetto gluco- 
attivo provocando una notevole deposizione 
di glicogeno nel fegato in entrambi i tipi di 
animali, in misura perd relativamente mag- 
giore nei surrenoprivi che in quelli integri. 


Le attivita transaminasiche glutamico-ossala- 
cetica a glutamico-piruvica nell’insieme non 
hanno dimostrato un comportamento solidale, 
né una costante correlazione con la deposi- 
zione di glicogeno nel fegato. 

Se si paragonano gli animali integri e surre- 
nectomizzati che hanno ricevuto il semplice 
trattamento di controllo (solvente), si pud 
tilevare che la surrenectomia di per s¢ com- 
porta delle modificazioni delle attivita stu- 
diate che, pur non raggiungendo la signifi- 
cativita statistica, dimostrano perd una dire- 
zione —— diminuzione nel caso dell’at- 
tivita glutamico-piruvica e aumento invece 
nel caso di quella glutamico-ossalacetica. 
Quest’ultimo reperto conferma l’analoga os- 
servazione compiuta da Rindi (6). 

I] trattamento con prednisone ha avuto I’ef- 
fetto di accentuare le differenze di attivita 
transaminasiche dovute allo stato endocrino 
dell’animale, aumentando significativamente 
l'attivita glutamico-ossalacetica nei ratti sur- 
renoprivi (48,95 rispetto a 40, 63; p < 0,01) 
e l’attivita glutamico-piruvica in quelli integri 
(18,12 rispetto a 14,56; p < 0,01). Tale re- 
perto sembra interessante perché sta ad indi- 
care che uno stesso effetto fisiologico del- 
l'ormone (neoformazione di carboidrati e 
deposizione di glicogeno nel fegato) pud ac- 
compagnarsi ad effetti biochimici diversi, 
dallo stato endocrino dell’ani- 
male. Circa la correlazione tra effetto fisio- 
logico e processi enzimatici in studio, i nostri 


wati indicano che un certo significato di rea- 
zioni limitanti nel processo di gliconeogenesi 
da proteine endogene studiato potrebbe essere 
assunto solo dalla reazione glutamico-ossalace- 
tica nel ratto surrenoprivo e dalla glutamico- 
-piruvica in quello integro. Cid non significa 
naturalmente che anche quell’attivita transa- 
minasica che é rimasta invariata rispettivamente 
nell’una e nell’altra condizione non debba avere 
una funzione nel processo. 


L'attivita fosfatasica alcalina ha presentato, 
in rapporto col trattamento prednisonico, 
un aumento molto cospicuo, relativamente 
maggiore nell’animale surrenoprivo (ad oltre 
il triplo) che in quello integro (ad oltre il 
doppio). Cid permette di riconoscere anche al 
la capacita di aumentare l’attivita 
fosfomonoesterasica alcalina del fegato, che 
da Kochakian e Bartlett (9) ¢ considerato at- 
tributo dei corticosteroidi glucoattivi; per- 
mette inoltre di confermare la stretta connes- 
sione riscontrata da questi AA. tra aumento di 
detta attivita enzimatica e deposizione di 
glicogeno nel fegato. 


RIASSUNTO 


La deposizione di glicogeno nel fegato indotta dal 
A,-deidrocortisone (prednisone) in condizioni di 
digiuno si ¢ accompagnata ad un comportamento 
diverso delle attivita transaminasiche del tessuto a 
seconda dello stato endocrino dell’animale. Nel ratto 
integro é aumentata l’attivita glutamico-piruvica ed 
é rimasta invariata quella glutamico-ossalacetica; nel 
ratto surrenoprivo é rimasta invariata l’attivita gluta- 
mico-piruvica mentre ¢ aumentata quella glutamico- 
-ossalacetica. L’attivita monofosfoesterasica del fegato 
alcalina @ aumentata notevolmente in entrambi i 
gruppi di animali. 


RESUME 


Variations de certaines activités enzymatiques du foie au 
cours de 11 glyconéogénése par prednisone. 


L’accumulation de glycogéne dans le foie déter- 
minée par la 4,-déhydrocortisone (prednisone) dans 
des conditions de jeune a été accompagnée, en ce 
qui concerne les activités transaminasiques, d’un 
comportement variable selon l'état endocrinien de 
animal. Chez le rat non opéré, l’activité glutamico- 
-pyruvique a augmenté, tandis que l’activité gluta- 
mico-oxalacétique est restée invari¢e; chez le rat 
surrénalectomisé, l’activité glutamico-pyruvique est 
restée invariée, alors que I’activité glutamico-oxa- 
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lacétique a augmenté. L’activité monophospho- 
-estérasique alcaline a augmenté considérablement 
dans les deux groupes d’animaux. 


SUMMARY 


Variations in some enzymatic activities of the liver during 
prednisone glyconeogenesis. 


The deposition glycogen in the liver induced by 
4,-dehydrocortisone (prednisone) in fasting con- 
ditions is accompanied by a different behaviour 
of the transaminic activities, according to the ani- 
mal’s endocrine state. In whole rats, the glutamic- 
-pyruvic activity is increased, the glutamic-oxalacetic 
one remaining unchanged; in adrenalectomized 
rats the glutamic-pyruvic activity remains unchan- 
ged, whilst the glutamic-oxalacetic one is increased. 
The alkaline monophospho-esterase activity is mar- 
kedly increased in both groups of animals. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Verdnderungen einiger Leberenzymtatigkeiten 
wahrend der durch Prednison hervorgerufenen Glyko- 
genneubildung. 


Die durch das Delta;-Dehydrocortison (Prednison) 
im niichternen Zustand hevorgerufene Glykoge- 
nablagerung in der Leber erfuhr, je nach der endo- 
krinen Lage des Versuchstieres, verschiedene Abin- 
derungen der Transaminasetatigkeiten. Bei der 
normalen Ratte war die Glutamin-Brenztrauben- 
sduretatigkeit gesteigert und blieb die Glutamin- 
-Oxalessigsiuretitigkeit unverandert; nach Neben- 
nierenextirpation blieb hingegen die Glutamin- 
Brenztraubensiretatigkeit unverandert, wahrend die 
Glutamin — Oxalessigsaduretatigkeit eine Steigerung 
erfuhr. Die basiche Monophospho-estheasetatigkeit 
wies bei beiden Tiergruppen eine ausgesprochene 
Erhéhung auf. 
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RESUMEN 


Variaciones de algunas actividades enzimadticas del higado 
durante la gliconeogénesis por prednisona. 


La acumulacién de glicégeno en el higado deter- 
minada por la 4A,-dehidrocortisona (prednisona) 
en estado de ayuno ha sido acompafiada de un 
diverso comportamiento de las actividades trans- 
aminasicas segun el estado endocrino del animal. 
En la rata sin operar ha aumentado la actividad 
glutamico-pirivica y ha permanecido sin variacién 
la actividad glutamico-oxalacética; en la rata supra- 
rrenalectomizada ha permanecido sin variacién la acti- 
vidad glutamico-pirivica y en cambio ha aumentado 
la glutamico-oxalacética. La actividad monofosfo- 
esterasica alcalina ha aumentado notablemente en 
los dos grupos de animales. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI PAVIA 
(Direttore: Prof. P. Introzzi) 


Comportamento dei tassi del sodio, del potassio e del cloro 
nel sangue, nel fegato e nella muscolatura striata 
del ratto albino in avitaminosi B, 


G. CASIROLA - L. PETRONIO - G. BIGNOTTI 


La comparsa di manifestazioni di tipo ede- 
matoso, quali quelle che con una certa fre- 
quenza si instaurano in soggetti affetti da 
beri-beri, ha indotto diversi studiosi a cercare 
di individuare e precisare le cause patoge- 
netiche di tali edemi e le modalita con le 
quali tali manifestazioni insorgono; a tale pro- 
posito é bene dire subito che il problema non 
é ancora chiarito e che al contrario i contra- 
stanti risultati ottenuti di volta in volta, lo 
hanno lasciato ancora insoluto. 

Astrua-Protto mise in evidenza le pro- 
prieta idratanti della vitamina B, nel con- 
fronto di un ben determinato gruppo di tes- 
suti (cute, muscolatura, tessuto epatico, cer- 
vello, splene, surrene, sangue); secondo 
questo A. tale vitamina possiede nel contempo 
azione disidratante nei confronti del tessuto 
renale, polmonare, delle gonadi e del secreto 
biliare e nessuna azione sulla diuresi, neppure 
dopo carico idrico. 

Hechte e Weese osservarono invece note- 
vole aumento della diuresi dopo carico idrico 
per opera dell’aneurina. 

In effetti, molteplici sono le segnalazioni che, 
a prescindere dai meccanismi farmacologici, 
attestano la scomparsa di edemi avvenuta 
solamente dopo somministrazione di vita- 
mina B, quando era ormai fallita ogni altra 
terapia diuretica, persino quella mercuriale 
(Sivadont, Kolmann, Carere-Comes, Visco, 
Simonart, Doxiades, ecc.). 

Altri AA. ottennero invece aumento della 
eliminazione di elettroliti in cardiaci scom- 
pensati, mentre il volume della eliminazione 


urinaria non mostrd oscillazioni significative 
(Falzoj e Bertolini, Moreno); questi AA. pen- 
sano ad una mediazione diencefalica in quanto 
i centri nervosi ivi presenti sarebbero stimolati 
per opera della vitamina B,. 

Pit recentemente Comi riprese tali_ri- 
cerche, ma i dati da lui riferiti non concordano 
per nulla con quelli degli AA. precedente- 
mente citati, non avendo egli notato che mo- 
dificazioni incostanti e poco significative, sia 
del volume della diuresi, che della concentra- 
zione urinaria in sodio, potassio e cloro. 

Barbieri e Amorati in loro ricerche non 
hanno avuto modo di riscontrare alcuna azione 
diuretica della vitamina B,. 

Provocando sperimentalmente quadri avi- 
taminosici in animali, Schretzenmayr e Schuf- 
fer, notarono aumento della quota idrica nel 
tessuto sottocutaneo e nel tessuto muscolare, 
aumento da essi attribuito ad accumulo d’acqua 
nel connettivo interfibrillare. 

Ma pur non volendo prendere in conside- 
razione le eventuali interferenze della vita- 
mina B, sul metabolismo idrosalino, é certo 
che lo stato di edema che del resto non rap- 
presenta un fattore costante delle manifesta- 
zioni legate allo stato di avitaminosi B,, co- 
stituisce solo uno dei motivi che rendono 
interessante il problema degli eventuali rap- 
porti fra carenza di aneurina e ricambio idro- 
minerale. 

Un altro fattore, quello che a vero dire 
ha maggiormente attratto la nostra attenzione, 
rappresentato dalla precoce insorgenza, 
nell’avitaminosi B,, di una ipertrofia del cor- 
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ticosurrene, fatto questo costante e documen- 
tato da ormai numerosissime osservazioni. 

Cid che maggiormente rende perplessi é 
appunto la presenza di tale ipertrofia corti- 
cosurrenalica sui cui rapporti col metabolismo 
dell’acqua e dei sali, a vero dire, non si hanno 
ancora Oggi nozioni precise. 

Gia Verzar, Kokas e Arvay interpretarono 
tale ipertrofia come una espressione di com- 
penso ad uno stato di ipofunzione della ghian- 
dola, come attesterebbe la scomparsa dei gra- 
nuli lipoidei della zona glomerulare. 

In breve, sulla base di quanto riferito dai 
succitati AA., nell’avitaminosi B, si dovrebbe 
documentare, malgrado l’aumento volume- 
trico e ponderale dei surreni, una crasi elet- 
trolitica nei tessuti e nel sangue, quale siamo 
soliti riscontrare nei casi di insufficienza corti- 
cosurrenalica. 

Effettivamente a tali presupposti si ispirano 
le ricerche condotte da Rindi sul comporta- 
mento del potassio del sangue, del tessuto 
cerebrale e di quello muscolare di ratti in avi- 
taminosi B,. 

Contrariamente a quanto era prevedibile, 
tale Autore non riscontrd variazioni signifi- 
cative di tale elettrolita. 

Per vero, Rodriguez e Sarda non avevano 
notato alcun miglioramento della sindrome 
avitaminosica in ratti cui avevano sommi- 
nistrato ormoni corticalici totali. 

Contrastano con le ricerche sopra riferite 
quelle di Pecora che fu indotto a tale 
indagine dal riscontro di alterazioni elettro- 
cardiografiche dei tratti ST e delle onde T, 
quali poté registrare in ratti carenzati di vita- 
mina B,; indagd pure il tenore in sodio e 
potassio del tessuto miocardico ed ebbe cosi 
modo di rilevare un impoverimento del po- 
tassio tissulare cui si contrappose un aumento 
del sodio. 

Qualunque sia |’interessamento dell’asse ipo- 
fiso-surrenale nel determinismo dei quadri 
elettrolitici del sangue e dei tessuti nell’avi- 
taminosi B,, é certo che, sulla base dei contra- 
stanti reperti riscontrabili nella letteratura, 
non si pud asserire individuata un’azione 
della carenza aneurinica sul metabolismo idro- 
minerale. 
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Per tali motivi, in un ciclo di ricerche con- 
cernenti la carenza sperimentale di vitamina B,, 
abbiamo voluto portare la nostra attenzione 
sul comportamento della crasi elettrolitica, 
sia nel plasma che in vari tessuti. 


Ci siamo serviti per le nostre indagini di 24 ratti 
albini, tutti di sesso maschile, che, dopo opportuno 
ambientamento, sono stati divisi in due lotti di 12 
soggetti, ponendoli poi in gabbie metalliche. 

Il peso medio degli animali, all’inizio dell’espe- 
rienza, era di g 90 + 5. 

Per ogni ratto del lotto sottoposto a trattamento 
carenzante di vitamina B,, tenemmo un animale di 
controllo a dieta appaiata ed in identiche condizioni 
ambientali. 

La composizione della dieta @ stata la seguente: 


amido di frumento ............. 65% 
olio di fegato di merluzzo....... 2% 


miscela salina (Osborne e Mendel) 5% 


Parallelamente alla dieta somministrata sotto forma 
di biscotti, al fine di poter meglio controllare il 
quantitativo di essa effettivamente consumato dagli 
animali, veniva agli stessi somministrata per sonda 
una congrua quantita di complesso B, privo di vi- 
tamina By, a cui veniva aggiunta, per i ratti di con- 
trollo, in dieta appaiata, una quantita di 75 gamma 
di vitamina B,, a giorni alterni. 

Venne pure seguito il comportamento del peso 
dei singoli animali che furono da noi sacrificati al 
25° giorno di trattamento, quando erano gia ap- 
prezzabili turbe della motilita, ma gli animali erano 
ancora in buone condizioni generali. 

Eseguita anestesia eterea, mediante siringa epari- 
nizzata, procedemmo al prelievo per via aortica della 
maggior quantita possibile di sangue che venne im- 
mediatamente centrifugato onde separarne nel minor 
tempo possibile il plasma. 

Subito asportammo una porzione di fegato ed una 
di muscolo striato, ponendo attenzione di eseguire 
i prelievi ogni volta dalla stessa regione anatomica. 

Le aliquote di tessuti venivano liberate dalla pre- 
senza di coaguli ematici mediante carta bibula e 
subito pesate in piccoli pesafiltri, dopo di che si pro- 
cedeva alla calcinazione solfo-nitrica ed alla succes- 
siva lettura allo spettrofotometro a fiamma, previc 
opportune diluizioni, comparando poi con adatti 
standards. 

Analogamente che per i tessuti, il sodio ed il potas- 
sio plasmatici vennero determinati seguendo le usuali 
metodiche spettrofotometriche, mentre il cloro venne 
determinato mediante titolazione iodometrica, se- 
condo la tecnica di Van Slyke e Sendroy. 

In sei animali abbiamo pure seguito il comporta- 
mento dell’acqua tessutale, comportamento che venne 
raffrontato a quello di sei animali a dieta appaiata. 
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Comportamento del peso corporeo in variazione “, del peso iniziale. 


Analizzando i dati da noi ottenuti, un primo 
rilievo va riservato al comportamento del 
ow corporeo; questo infatti risulta appena 
ievemente aumentato nei ratti mantenuti a 
dieta appaiata e addirittura diminuito in quelli 
sottoposti a trattamento carenzante e cid 
malgrado si tratti di ratti molto giovani e 
quindi in via di accrescimento; cid é da at- 
tribuire alla notevole diminuzione dell’assun- 
zione di cibo degli animali ad opera della 
avitaminosi; i ratti in trattamento, ridussero 
infatti verso il 18° giorno, da 12 a 4 g circa 
la quantita di dieta consumata in 24 ore 
(ved: grafico 1). 

La crasi elettrolitica plasmatica non ha pre- 
sentato alcuna deviazione dalla norma in 
nessun animale sia di quelli carenti che dei 
controlli a dieta appaiata (vedi tab. 1). 

Considerando i valori del potassio da noi 
rilevati nel muscolo striato e nel fegato, 
si pud constatare come gia essi poco si disco- 
stino dai valori che vengono ritenuti normali 
per gli animali integri; comunque nessuna 


differenza significativa ¢ apprezzabile fra i 
due gruppi presi in considerazione. 

Gia da questa prima osservazione é chiara- 
mente desumibile come scarsa sia l’influenza 
della restrizione dietetica sui tassi del potassio 
nei tessuti studiati. 

Se inoltre vogliamo considerare separata- 
mente i singoli valori relativi al contenuto 
in potassio del muscolo e del fegato nei ratti 
in avitaminosi (vedi tab. II e Ill), rispetto a 


TABELLA I 


Comportamento del sodio, del cloro e del potassio 
plasmatici: 


Ratti in avitaminosi Ratti a dieta appaiata 


ere mg % 359 + 2,5 mg % 362 + 1,6 
DS = + 8,5 DS = + 5,5 
mg % 335 + 3.5 mg % 334 + 2.7 
DS = + 12,2 DS = + 9,2 
mg + 0,2 mg % 16,8 + 0,32 
DS = + 0,98 DS = + 1,12 


A. 
D 
2 

i 
i ° 

a 
i 
a 
a 
+ 
i 

4 

105 


Grartico II 


° 
50 
4 ° 
48) 
4 

4 ° 

44 A 
42° a 

A 4 A 

4 
387 
a 
364 
36 A 
34) a 
E32, valore medio normale 


2 3 4 § 


controlli a 
in avitaminosi © 


Comportamento del peso dei surreni negli animali in avitaminosi B, ed in quelli in dieta appaiata. 


quelli corrispondenti a dieta appaiata, possiamo 
notare come in sette su dodici casi é rilevabile 
una contrazione del tenore tessutale in po- 
tassio; ma comunque, tale fatto non risulta, 
data anche la modesta ampiezza della varia- 
zione, per nulla significativo. 

Considerazioni del tutto analoghe possono 
venire formulate per il sodio, sicché saremmo 
portati ad asserire che, se di pochissimo conto 
é risultata la ripercussione dell’ipoalimentazione 
sulla dotazione minerale tissulare, ¢ per lo 
meno nulla la interferenza della avitaminosi B,, 
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qualora questa sia protratta, come nel nostro 
caso, fino alla comparsa delle prime turbe 
della motilita. 

Non si sono notate del pari modificazioni 
del rapporto Na plasmatico-Na tessutale. 

Come abbiamo avuto occasione di ricor- 
dare piii sopra, in 12 animali (6 in avitami- 
nosi e 6 in dieta appaiata), abbiamo seguito 
pure il comportamento della dotazione idrica 
e dei cloruri tessutali; anche qui nessuna va- 
riazione significativa ci fu dato di ottenere 


(vedi tab. Il). 
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TABELLA II 


Comportamento del sodio, del potassio, del cloro e 
dell’acqua tessutali (tessuto muscolare striato) : 


Ratti Ratti 
in avitaminosi a dieta appaiata 


Sodio in mg % g di tes- 


64 + 3.0 60 + 
DS = 10.4 DS = 8.6 
Potassio in mg % g di | 
..... 396 + 3.2 400 + 4.8 
DS = 10.9 DS = 16.4 
Cloro in mg % g di tes- 
36.5 + §.2 36.6 + 2.1 
DS = 13.5 DS = I 
Acqua in grammi per Kg 
di tessuto fresco ....... 91§ + 2.2 g08 + 
DS = §.2 DS = 2.7 


Le conclusioni, cui la nostra ricerca permette 
di giungere, collimano con quanto é@ stato 
notato gia da Rindi, limitatamente al po- 
tassio, ma sono in aperto contrasto con quanto 
riferito da Pecora. 

E bene, tuttavia, ricordare a questo proposito 
che le indagini di quest’ultimo Autore sono 
state condotte su animali in avitaminosi molto 
avanzata, sacrificati in condizioni quasi pre- 
agoniche; in questo stadio é infatti probabile 
la comparsa di un interessamento dell’asse 
ipofiso surrenalico con iperfunzione della 
corteccia surrenale, come sostenuto da De 
Caro e Coll. 

Effettivamente in tutti gli animali in con- 
dizioni di avitaminosi, da noi sacrificati, era 
riscontrabile un aumento sia volumetrico 
che ponderale dei surreni (vedi grafico Il). 

Il fatto che il comportamento dei livelli 
elettrolitici risulti nella nostra esperienza 


TABELLA III 


Comportamento del sodio e del potassio del tessuto 
epatico: 


Ratti Ratti 
in avitaminosi a dieta appaiata 


Sodio in mg% g di 


tessuto frescO ......... 82+ 2.§ + 2.2 
DS = 8.6 DS = 7.3 

Potassio in mg % g di 
tessuto fresco ......... 376 + 4.4 382 + 3.7 
DS = 15.0 DS = 12.8 


non modificato, malgrado l’aumento in vo- 
lume dei surreni, potrebbe essere anche spie- 
gato con una iperattivita corticale frazionata, 
nel senso che la funzione ormonale mineralo- 
attiva o non risenta per niente dell’avitaminosi 
o vada incontro a modificazioni solo in con- 
dizioni estreme premortali. 

L’ipotesi di una iperattivita corticale fra- 
zionata non é, del resto, nuova e potrebbe 
trovare una conferma indiretta dalle osser- 
vazioni di De Caro e Rovida a carico 
del fegato; questi Autori, nell’avitaminosi B,, 
notarono infatti alterazioni dei vari costituenti 
chimici di tale organo e cioé diminuzione dei 
glucidi in un primo tempo, successivamente 
dei lipidi, protidico e non pro- 
tidico e, solo da ultimo, dei sali minerali. 


RIASSUNTO 


Nel ratto albino a dieta carente di tiamina pro- 
tratta per 25 giorni non si osservano modificazioni 
significative del tasso ematico e tessutale (tessuto 
muscolare striato e tessuto epatico) del sodio e del 
potassio, malgrado sia constatabile un netto aumento 
ponderale e volumetrico dei surreni. Del pari in- 
variata appare la dotazione in acqua e cloro dei 
tessuti. Si prospetta Pipotesi di una iperattivita cor- 
ticale « frazionata », senza interessamento cioé della 
funzione ormonale mineraloattiva. 


RESUME 


Le comportement des taux du sodium, du potassium et 
du chlore dans le sang, le foie et la musculature striée 
chez le rat albinos carencé en vitamine B,. 

Chez le rat albinos maintenu 4 un régime caréncé 
en thiamine pendant 25 jours, les auteurs n’ont 
observé aucune modification significative des taux 
sanguins et tissulaires (tissu musculaire strié et tissu 
hépatique) du sodium et du potassium, bien qu’ils 
aient constaté une nette augmentation pondérale et 
volumétrique des surrénales. Egalement invariée 
apparait la teneur en eau et en chlore des tissus. 
Les auteurs formulent l’hypothése d’une hyperacti- 
vité corticale « fractionnée », c’est-a-dire n’intéressant 
pas la fonction hormonale minéralo-corticoide. 


SUMMARY 


The behaviour of sodium, potassium and chloride levels 
in the blood and striated muscle of albino rats in avi- 
taminosis 

In albino rats kept on a diet deficient in thiamin, 
prolonged for 25 days, no significant modifications 
were observed in the blood or tissural (striated mu- 
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cle and hepatic tissue), sodium or potassium levels, 
in spite of a distinct ponderal and volumetric in- 
crease in the adrenals. Equally, the water and chlo- 
ride content of the tissues appears to be unchanged. 
The hypothesis is made of a « fractionated » cortical 
hyper-activity, i.e., without involvement of the 
mineral-active hormonal function. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber das Verhalten des Natrium-, Kalium-und Chlor- 
spiegels in Blute, in der Leber und der quergestreiften 
Muskulatur der weissen Ratte in Vitamin B,-Avi- 
taminose. 


An der weissen Ratte, welche wahrend 25 Tagen 
mit einer thiaminlosen Diat gefiittert worden war, 
beobachtet man keine bedeutsamen Veranderungen 
des Natrium-und Kaliumgehaltes des Blutes und 
der Gewebe (quergestreifte Muskulatur und Leber), 
obwohl eine deutliche Gewichts-und Volumenzu- 
nahme der Nebennieren zu beobachten ist. Gleich- 
falls unverandert bleibt der Wasser-und Chlorgehalt 
der Gewebe. Es wird die Hypothese einer teilweisen 
Nebennierenhyperfunktion aufgestellt, d. i. ohne 
Beteiligung der hormonalen, auf den Mineralhaushalt 
wirkenden Funktionen. 


RESUMEN 


Comportamiento de los niveles del sodio, del potasio y 
del cloro en la sangre, en el higado y en la musculatura 
estriada de la rata albina con avitaminosis Bi. 

En la rata albina mantenida a dieta carente de 
tiamina prolongada durante 25 dias no se observan 

modificaciones significativas del nivel hematico y 
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tisular (tejido muscular estriado y tejido hepatico) 
del sodio y del potasio, a pesar de que se observa un 
neto aumento ponderal y volumétrico de las su- 
prarrenales. Aparece igualmente sin variacién el 
contenido en agua y cloro de los tejidos. Se formula 
la hipdtesis de una hiperactividad cortical « frac- 
cionada », es decir que no interesa la funcién hor- 
monal mineraloactiva. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI BOLOGNA 
(Direttore: Prof. G. Moruzzi) 


Ricerche sulla necrosi epatica dietetica: 
contenuto in vitamina B,, del fegato 


O. GIACALONE (*) 


In una precedente nota (1) é stato messo in 
evidenza che ratti albini (ceppo Sprague-Daw- 
ley) trattati dallo svezzamento (21° giorno 
di eta) con una dieta ad effetto necrogenico 
sul fegato (Schwarz, 2) presentano una signi- 
ficativa diminuzione dell’attivita betain-omo- 
cistein-transmetilasica epatica. 

Ora é noto che alcuni enzimi epatici sono 
strettamente correlati con il metabolismo 
della vitamina B,,. Secondo Bird e Coll. (3), 
Shive (4), Davis e Méingioli(s), Jukes e 
Coll. (6), Stekol e Weiss (7) la vitamina B,, 
é interessata alla sintesi della metionina ed 
eserciterebbe un’azione di risparmio sulla uti- 
lizzazione dei gruppi metilici (Drill e Mc 
Carmick, 8). Per Oginsky (9) la vitamina B,, 
ha funzione di coenzima nei processi di tran- 
smetilazione. Studi in vitro su tessuti del 
ratto e della cavia condotti da Dubnoff (10) 
mostrano che il meccanismo con cui agisce la 
vitamina B,, nel favorire la transmetilazione é 
in relazione alla riduzione della omocistina 
a omocisteina, diretto accettore quest’ ultimo 
dei radicali metilici per la sintesi della metio- 
nina. In ricerche condotte su pulcini carenti 
di vitamina B,.,, Jukes e Stokstad (11) valoriz- 
zano la vitamina B,, per la utilizzazione dei 
gruppi metilici della betaina nella trasforma- 
zione della omocisteina a metionina. Pit re- 
centi ricerche di Williams e Coll. (12) hanno 
messo in evidenza una marcata riduzione della 
xantino-ossidasi e della betain-omocistein tran- 
smetilasi epatica di ratti tenuti ad una dieta 
priva di vitamina B,,; in un successivo lavoro 


(*) Usufruisce di una borsa di studio del Ministero della Pub- 
blica Istruzione. 


gli stessi Autori (13) precisarono il ruolo soste- 
nuto dalla vitamina B,, nei riguardi di tali 
attivita enzimatiche. Precisamente, per quel che 
riguarda la betain-omocistein transmetilasi, in- 
dicavano la vitamina B,, come un cofattore o 
precursore di cofattore necessario a tale enzima. 

In conclusione, quindi, sembra largamente 
documentata una stretta relazione tra la vita- 
mina B,, e I’attivitai enzimatica betain-omo- 
cistein transmetilasi. 

L’esistenza di tali relazioni ¢ l’osservazione (1) 
della diminuzione della betain-omocistein tran- 
smetilasi epatica nei ratti alimentati con dieta 
necrogenica ci hanno indotto a controllare 
sperimentalmente il contenuto di tale vita- 
mina nel fegato dei ratti sottoposti a tale ali- 
mentazione necrogenica. 


PARTE SPERIMENTALE 


Come animali da esperimento abbiamo usato ratti 
albini del ceppo Sprague-Dawley, di 21 giorni di 
eta, del peso di g 40-42, provenienti dall’allevamento 
del Laboratorio, alimentato da pit. generazioni con 
la dieta Standard di Randoin e Causeret (14). 

Gli animali in esperimento vennero mantenuti 
a temperatura di 18°-20°C con acqua e dieta ad li- 
bitum. La dieta necrogenica secondo Schwarz (2) era 
cosi costituita: lievito di birra F. U. stabilizzato e 
secco 30% ('), saccarosio §9°%, lardo finemente 
macinato e privo di vitamina E 5%, miscela salina 
$ % (), miscela vitaminica 1 % (°). 


(1) Carlo Erba, Milano. 


(2) NaCL $4 g; Na,HPO, - 7H,O 91,5 g; CaHPO, 145,0 g; 
KH PO, 258 g; ferro citrato 32,5 g; calcio lattato 349 g; MgSO, 
70 g; KJ 0,715 g; dopo mescolamento si aggiungono: MnSO, - 
7H,00,325 g; ZnSO, - 7H200,4959 g; CuSO, - 5H,O0,285 g. 


(3) Lattosio 97,861 g; tiamina HCl 40 mg; riboflavina 25 mg; 
Piridossina HCl 20 mg; D-calcio pantotenato 44 mg; colina clori- 
drato I g; niacina I g; menadione (2-metil-1, 4-naftochinone) 10 mg. 
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Durante il corso dell’esperimento si procedeva, 
ogni 4 giorni, al rilievo della variazione ponderale di 
ciascun ratto. 

Al termine dei periodi prestabiliti (15° e 30° giorno) 
i ratti venivano sacrificati per decapitazione. I fegati 
erano prontamente rimossi, pesati, 


in omogenizzatore di vetro tipo Potter-Elvehjem, 
con tampone di fosfati 0, 039 M a pH 6,8 in modo 
da ottenere una sospensione di tessuto epatico al 
16,6 °%. La preparazione del tessuto per il dosaggio 
microbiologico della vitamina B,2 veniva eseguita 
secondo il metodo di Peeler e Coll. (15). Venivano 
prelevati 10 ml dell’omogenato di fegato e portati 
in una beuta da 125 ml contenente 40 ml di tampone 
di fosfati a pH 6,8 e 40 mg di pancreatina Difco piu 
1 ml di toluolo. Il materiale era posto in termostato 
per 20 ore alla temperatura di 37°C. Dopo incuba- 
zione, aggiustato il pH a 5,5 con HCI 2 N, il mate- 
riale digerito veniva sottoposto in autoclave a cor- 
rente di vapore per la durata di § minuti; quindi 
veniva rapidamente raffreddato. Aggiustato il pH 
a 6,8 con NaOH N si portava con acqua distillata 
a volume di 100 ml; infine, si filtrava attraverso 
carta Whatman N. 12. Una prima aliquota del 
filtrato ulteriormente diluito (5:100) serviva per il 
dosaggio della attivita B,2 totale. Una _ seconda 
aliquota veniva usata per il dosaggio della attivita 
alcali stabile, con la tecnica di Hoftman e Coll. (16) 
e secondo i dettagli di Cooperman e Coll. (17). 
A tale scopo, § ml di filtrato venivano trasferiti in 
beute da 125 ml ed il pH portato a 11,1 con NaOH 
0,2 N. Le beute erano poste in autoclave a corrente 
di vapore per la durata di 30 minuti. Dopo raffred- 
damento si aggiustava il pH a 6,8 con HCl 0,2 N e 
si portava a volume finale di 100 ml con acqua di- 
stillata. Per il dosaggio microbiologico dell’attivita 
B,2 dei campioni cosi preparati veniva usato come 
microorganismo il Lactobacillus Leichmannii 7830 
conservato in terreno di mantenimento costituito 
da latte scremato Difco integrato con I’'1 % di trip- 


toso Difco (Skeggs e Coll., 18) con trasferimento 
ogni 10 giorni. La cultura per l’inoculo veniva pre- 
parata trasferendo i microorganismi della cultura di 
mantenimento in tubo sterile contenente 5 ml di ter- 
reno di dosaggio « B;2 assay medium USP » Difco 
integrato con I milligamma di B;2 cristallina e con 
aggiunta di acqua distillata fino al volume di 10 ml. 
La cultura veniva incubata in termostato a 37° C per 
20 ore. Successivamente le cellule batteriche raccolte 
per centrifugazione erano lavate per 5 volte conse- 
cutive con § ml di terreno di dosaggio « B,2 assay 
medium USP» Difco e § ml di acqua distillata in 
appositi tubi. Dopo i cinque lavaggi il residuo ot- 
tenuto per centrifugazione veniva risospeso in 10 
ml della soluzione terreno-acqua distillata; 0,1 ml 
di tale sospensione era ulteriormente diluito con altri 
10 ml. Una goccia di quest’ultima sospensione di 
cellule batteriche veniva successivamente usata per 
Pinoculo dei tubi di dosaggio. In tali tubi (20/150) 
erano distribuiti 5 ml di terreno « B,2 assay medium 
USP » Difco; quantita adeguate delle due diluizioni 
dei campioni di fegato preparate come precedente- 
mente descritto, venivano distribuite nei tubi conte- 
nenti il terreno di dosaggio ed il volume completato 
con acqua distillata sino a 10 ml. Per ogni aliquota 
si allestivano tre prove. Una curva standard con B,2 
cristallina la cui concentrazione variava da 0,0 a 0,1 
milligamma era preparata di volta in volta. Tutti i 
tubi tappati con cotone greggio venivano sterilizzati 
in autoclave a 121°C, per § minuti, raffreddati ed 
inoculati con una goccia della sospensione batterica 
gia preparata. Venivano quindi lasciati in termostato 
a 37° C per 72 ore ad incubare. I valori dell’attivita B,> 
dei campioni di fegato erano valutati titolando poten- 
ziometricamente (potenziometro di Beckman) con 
NaOH 0,1 N lacidita del mezzo culturale formatasi 
durante l’incubazione. Tali valori venivano riportati 
sulla curva standard ottenuta con la B,, cristallina. 


I risultati ottenuti sono riportati nella seguente 
tabella. 


Variazione °% 


Condizione sperimentale aan del peso corporeo 
degli animali ¢ sesso einai al 30° giorno 
d’esperimento 
} 
Ratti controllo a dieta di Ran- 
| doin e Causeret (*) m. 3 + 65,8 
3 + 62,4 
| 
Ratti a dieta necrogenica al 
| 15° giorno di trattamento m. 2 
Ratti a dieta necrogenica al 
| 30° giorno di trattamento mm. 2 + §0,4 


| Sf. 2 + 49,8 


Attivita. B,» in milligamma | 
per g di fegato fresco Vitamina B,> 


| in milligamma per g 
Totale Dopo trattamento | di fegato fresco 
con alcali (NaOH) 


73,0 30,1 42,9 
70,2 28,2 42,0 
28,3 16,8 11,5 
20,0 9,8 10,2 
34,0 12,6 21,4 
29,8 13,5 16,3 


(*) I valori dei ratti controllo sono desunti dalla casistica dell’Istituto. 
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La quantita di vitamina B,2 reale é ottenuta per 
differenza tra l’attivita totale e quella della fra- 
zione alcali stabile (Cooperman e Coll., 17; Marchetti 
e Coll., 19). 


CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI 


Dai dati riportati si rileva quanto segue: 


1) Il contenuto in vitamina B,, del fegato 
di ratti alimentati con dieta ad effetto necro- 
genico secondo Schwarz si presenta notevol- 
mente abbassato al 15° ed al 30° giorno d’espe- 
rimento rispetto ai ratti path ~ tenuti alla 
dieta completa di Randoin e Causeret. 


2) Tanto lattivita B,, totale quanto la 
frazione alcali stabile appaiono abbassate. 

Circa 'interpretazione dei risultati da noi 
ottenuti va innanzi tutto rilevato che lo studio 
biochimico della necrosi epatica consecutiva 
al trattamento con diete a base di lievito 
secondo Schwarz é tuttora in pieno svolgi- 
mento e che le concezioni patogenetiche avan- 
zate dai diversi AA. (Schwarz, Gyorgj ed 
altri, 20) che si sono occupati dell’argomento, 
sono discordanti. Ci limitiamo pertanto a 
tichiamare alcuni fatti che possono permettere 
la formulazione di ipotesi interpretative. Il 
depauperamento in vitamina B,, del fegato, 
da noi osservato, pué essere ricollegato infatti 
al diminuito apporto esogeno della vitamina 
essendo la dieta carente di tale fattore. D’altra 
parte va tenuto presente che la dieta necro- 
genica pud riuscire inadatta a mantenere una 
flora batterica intestinale utile al fine della 
biosintesi del principio vitaminico in esame. 
Infine, la «situazione metabolica» indotta 
dalla dieta a base di lievito che é carente e 
squilibrata in vari suoi componenti (amino- 
acidi e vitamine) pud condurre ad un rapido 
impoverimento in vitamina 

Comunque, la caduta del livello epatico 
in vitamina B,, risulta in accordo, in questa 
nostra condizione sperimentale, con |’abbas- 
samento gia osservato (1) della betain-omo- 
cistein transmetilasi. 


RIASSUNTO 


Ratti albini alimentati dallo svezzamento con dieta 
necrogenica a base di lievito presentano sin dal 15° 
giorno di tale alimentazione una marcata diminu- 


zione del tenore in vitamina B;2 del fegato rispetto 
a ratti controllo a dieta standard completa. Tale 
risultato si accorda con la diminuita attivita betain- 
-omocistein transmetilasica epatica osservata in ratti 
alimentati con eguale dieta necrogenica. 


RESUME 


Recherches sur la nécrose hépatique diététique: teneur 
en vitamine By2 du foie. 

Des rats albinos maintenus depuis le sevrage a 
un régime nécrogéne a base de levure, présentent 
dés le 15° jour de cette alimentation une diminution 
marquée de la teneur en vitamine B,2 du foie par 
rapport aux témoins maintenus 4 un régime stan- 
dard complet. Ce résultat concorde avec la dimi- 
nution de l’activité bétaine-homocystéine transmé- 
thylasique hépatique observée chez des rats soumis 
au méme regime nécrogéne. 


SUMMARY 


Researches on dietetic hepatic necrosis: vitamin By2 
content of the liver. 

Albino rats, fed from weaning on a necrogenic 
diet based on yeast, show as early as the 15th day 
of such a diet, a marked reduction in the vitamin B,2 
content of the liver, in comparison with control 
rats on a complete standard diet. This result agrees 
with the diminished hepatic betain-homocysteine 
transmethylasic activity observed in rats on a similar 
necrogenic diet. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Forschungen iiber didtetisch erzeugte Lebernekrose: 

Vitamin B,2-Gehalt der Leber. 

Weise Ratten, welche von der Entwéhnung an 
mit Nekrose erzeugender, aus Hefe bestehender 
Diat gefiittert worden waren, wiesen vom I5. ten 
Tage dieser Ernahrung an eine ausgesprochene Ver- 
minderung des Vitamin B,2 -Gehaltes der Leber 
gegeniiber jenen Kontrolltieren auf, die mit einem 
Standardfutter aufgezogen worden 
waren. Dieses Ergebnis stimmt mit der verminderten 
Betain- Homocystein - Transmethylase-Tatigkeit der 
Leber iiberein, welche bei Ratten beobachtet wurde, 
die mit derselben, Nekrose erzeugenden Diat ge- 
fiittert worden waren. 


RESUMEN 


Investigaciones sobre la necrosis hepdtica dietética: con- 
tenido en vitamina B,2 del higado. 

Ratas albinas alimentadas desde el destete con 
dieta necrégena a base de levadura presentan a par- 
tir del 15° dia de esta alimentaciOn una marcada 
disminucién del contenido en vitamina B,, del 
higado respecto a los testigos sometidos a una dieta 
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standard completa. Este resultado concuerda con la 
disminucién de la actividad betaina-homocisteina- 
transmetilasica hepatica observada en ratas alimen- 
tadas con la misma dieta necrdgena. 
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CLINICA OSTETRICA GINECOLOGICA «L. MANGIAGALLI» DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. M. Massazza) 


L’uso del pantotenato di calcio in campo ostetrico 
nella profilassi dell’atonia intestinale 


C, LURASCHI 


Attraverso i numerosi rilievi clinici resi 
noti in questi ultimi tempi risulta ormai do- 
cumentata per l’acido pantotenico una sicura 
attivita stimolatrice nei confronti della mu- 
scolatura del tubo digerente: l’importanza 
di questa azione farmaco-dinamica é stata 
valorizzata sopratutto nel campo della chi- 
rurgia addominale, dove la sempre temuta 
complicanza dell’ileo paralitico pud giungere 
a compromettere in maniera irreparabile 
l'esito di ogni intervento operativo. La mag- 
gior parte dei lavori pid recenti pubblicati 
intorno a tale argomento riguarda appunto i 
buoni risultati conseguiti, con adeguato trat- 
tamento a base di acido pantotenico iniettato 
per via intramuscolare, in pazienti che pre- 
sentavano segni clinici di atonia intestinale. 

Jacques (9), per primo, comunicd dati cli- 
nici favorevoli all'impiego del pantotenato 
di calcio, somministrato alla dose di 50 mg 
per volta, in operati con ileo paralitico in atto: 
la condizione drammatica si risolse in breve 
tempo con ripresa della motilita intestinale ¢ 
passaggio di gas e feci. Analoghi risultati po- 
sitivi, utilizzando la medesima dose del me- 
dicamento, ottenne Banerji (2) in 19 malati; 
anche Carretti e Porro (4) riferirono in tal 
senso, riportando una casistica riguardante 
26 casi di cui 15 colpiti da ileo paralitico 
post-operatorio grave, 9 affetti da atonia in- 
semplice 2 da dolicomegacolon. 
Questi ultimi AA., con la somministrazione 
per via intramuscolare di dosi variabili da 
50 a 200 mg pro die del fattore vitaminico 
ottennero, nei casi di ileo paralitico, risultati 
« sorprendenti ». 


Una casistica interessante é quella di Felten 
(7) comprendente 50 pazienti nei quali, con 
una dose singola di s00 mg di pantenolo, 
ottenne risultati costanti e solleciti. Zutel- 
man (23) ritenne opportuno attuare il trat- 
tamento in via profilattica con iniezioni di 
100 mg ogni 8 h, cid che gli permise di ri- 
durre considerevolmente i casi di ileo para- 
litico. Ulteriori contributi clinici vennero 
portati da Pliteri (18), da Rolandi e Cava- 
ciuti (19) e da Nery Da Costa (16) che, uti- 
lizzando dosi di 500 mg ogni 8 h, osservd 
oltre alla ripresa della motilita intestinale, 
una perfetta tollerabilita locale e generale del 
medicamento senza nessun fatto reattivo se- 
condario indesiderabile. 

Mi é sembrato tuttavia che ancora meritasse 
uno studio approfondito l’uso del pantotenato 
di calcio in campo ostetrico con intendimenti 
essenzialmente profilattici: nelle operate, cioé, 
si é istituito un trattamento standard, a par- 
tire dal giorno successivo rispetto a quello 
dell’intervento, introducendo il farmaco sia 
nelle operate di taglio cesareo conservatore o 
demolitore, sia nelle operate per gravidanza 
tubarica con o senza allagamento peritoneale, 
sia in quelle per appendi- 
copatia in gravidanza. 

Naturalmente in queste pazienti veniva 
sOspeso ogni trattamento usualmente adottato 
per combattere il possibile instaurarsi di paresi 
intestinale; presso il Reparto, per esempio, si 
somministra prostigmina, si praticano infusioni 
ipertoniche clorurate, proctoclisi clorurate. 

A partire dall’ottobre 1955 fino al marzo 
del corrente anno, nel Reparto Ostetrico, per 
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ogni operata si adottd, come unico provvedi- 
mento profilattico, la introduzione giorna- 
liera, per via intramuscolare, di 500 mg di 
pantotenato di calcio (*), ripetendo la medi- 
cazione per 4-5 gg di seguito. Sono state cosi 
seguite, nel comportamento post-operatorio, 
complessivamente N. 87 operate, di cui 60 
per taglio cesareo (conservatore o demoli- 
tore) e 27 tra annessiectomie per gravidanza 
extra e appendicectomie in gravidanza. 

Nella tabella sono riportati i dettagli relativi 
ai casi trattati e sintetizzati gli effetti conseguiti 
(tempo intercorso fra il momento della inie- 
zione e quello in cui avvenne Iattivazione 
della peristalsi con la emissione di gas e feci). 

I risultati si possono definire del tutto sod- 
disfacenti: la ripresa della canalizzazione inte- 
stinale é intervenuta in ogni caso e, a volte, 
in una fase precocissima dopo appena 2-3 ore 
dalla iniezione. Nelle pazienti trattate non si 
é manifestato alcun segno di atonia intesti- 
nale per cui non é stato necessario, in nessun 
caso, ricorrere a medicazioni supplementari 
che, associandosi alla precedente, potessero 
invalidare i pregi del trattamento profilattico 
istituito. 

Altra osservazione degna di rilievo é quella 
riguardante la tolleranza delle pazienti: essa 
fu ottima e non si registrd alcun incidente 
secondario locale o generale, nonostante il 
dosaggio clevato del pantotenato di calcio. 

Si ¢ voluto anche osservare se il pantotenato 
di Ca, somministrato per via intramuscolare 
alla base di s00 mg al giorno, a 12 donne 
gravide, in epoca diversa di gestazione, ri- 
coverate in Clinica per minaccia di interru- 
zione di gravidanza, era in grado di impedire 
la stasi intestinale che frequentemente insorge 
e che impegna il medico nella ricerca di un 
medicamento efficace sull’intestino, ma privo 
di qualsiasi azione sull’utero gia in stato di 
particolare irritabilita. I risultati (vedi tabella) 
anche in questo gruppo di pazienti, sono stati 
del tutto soddisfacenti, tenuto conto della 
quiescenza della muscolatura uterina e del- 
l'effetto rapido e completo sull’intestino. 


(*) Si é usato «PANTOTENE », fiale (cc 2) da mg §00, gen- 
tilmente fornitoci dalla Ditta Lepetit che vivamente ringrazio. 
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TABELLA 
| | 
Ore 
imtercorse 
| iniezione 
| Numero | del farmaco 
| Diagnosi | dei | T'intervento 
casi | e la prima | (bor peristalsi 
iniezione di | — 
Pantotene | .44ominali 
| | |vaganti, emis- 
| sione di gas) 
| 
| Taglicesareiconservatori. | $7 | 19 | 4 
Tagli cesarei demolitori. | 3 19 | 4 
| Appendicectomie in gra- | | 
| Annessiectomie per gra- | | | 
| vidanza extra senza emo- | 
12 | 19 4 
| Annessiectomie per gra- | | 
| Vidanza extra con emo- | | 
| | 
| Minaccia di interruzione | | 
| in gravidanza (4-8 mese). | 12 | 26 | 10 
| 


INTORNO AL MECCANISMO D’AZIONE DEL PAN- 
TOTENATO DI CALCIO 


Il problema relativo al meccanismo d’azione 
con cui l’acido pantotenico pud intervenire 
nel condizionare un’esaltazione della dinamica 
intestinale, soprattutto nell’elevare il tono della 
muscolatura del tubo digerente, non é ancora 
completamente chiarito per quanto ormai 
numerosi siano i dati sperimentali e clinici 
in favore delle ipotesi prospettate (13). 

Prima fra tutte, l’ipotesi carenziale, a soste- 
gno della quale vi sono dati sperimentali 
come quelli resi noti da Jiirgens e Pfaltz (10) 
i quali notarono che, nel ratto in carenza di 
tale vitamina, sopravveniva la morte con un 
quadro sintomatologico che, tra l’altro, met- 
teva in evidenza un’atonia e distensione del 
tubo gastroenterico, reperto confermato al- 
l’autopsia. Nel cane, carente di tale vitamina, 
secondo Schaefer e Coll. (20) si manifestano 
sintomi gastrointestinali all’esame autoptico 
si mette in evidenza un quadro caratterizzato 
da gastrite, enterite, invaginazioni intestinali; 
dalle ricerche di Bly e Coll. (3) sullo stesso 


animale, enterostomizzato, risulta evidente una 
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diminuzione della motilita, della digestione e 
dell’assorbimento intestinale: fenomeni che 
scompaiono con l’aggiunta nella dicta di un 
supplemento di pantotenato di calcio. Meno 
soddisfacenti per l’ipotesi carenziale nella ge- 
nesi dell’ileo paralitico sono le ricerche di 
Angelico (1) sui ratti, per quanto anche 
quest’ultimo A. abbia notato un deficit della 
motilita intestinale degli animali carenti. 

Numerose sono le ricerche sperimentali 
«in vitro» che permettono di prospettare 
l'ipotesi di un’azione diretta dell’acido panto- 
tenico sulla muscolatura intestinale o indiretta 
attraverso il sistema neuro-vegetativo. Ricor- 
diamo, a tal proposito, le ricerche di Chian- 
cone (5), su tratti di intestino di ratto e di 
cavia sopravviventi « in vitro », che dimostrano 
come il pantotenato di sodio alla concentra- 
zione dello 0.05 % determina un aumento del 
tono muscolare senza apprezzabili variazioni 
dell’attivita contrattile. Maggiori concentra- 
zioni del principio vitaminico, pur non essen- 
dovi diretta proporzionalita fra aumento del 
tono e concentrazione del farmaco, au- 
mentano costantemente il tono muscolare. 
Analoghi risultati ottenne Nassi (15) sull’in- 
testino isolato di coniglio: l’azione ipertoniz- 
zante, secondo questo A., sarebbe proporzio- 
nale alle concentrazioni usate e, senza dubbio, 
dovuta all’acido pantotenico, in quanto il 
sale sodico non apporta alcuna variazione 
del pH del liquido di perfusione. 

Un dato negativo, per quanto riguarda 
l'intestino di cavia, & quello di Unna e 
Greslin (22) che non notarono nessun effetto 
con concentrazioni fino a 1/10.000; risultato 
analogo ottennero con l’utero isolato di co- 
niglia. 

L’ipotesi di un’azione favorevole del panto- 
tenato di calcio sull’ileo paralitico tramite 
una ipersecrezione di bile non é sostenibile, 
in quanto, ricerche sperimentali di Semenza, 
(21) dimostrarono una assoluta mancanza di 
azione sulla fibra muscolare liscia della cole- 
cisti da parte del principio vitaminico; inoltre, 
Mainardi (12), su ratti operati di fistola 
biliare temporanea, non ha constatato alcuna 
azione di stimolo da parte dell’acido panto- 
tenico. 


Bonomo e Mainardi (13 bis) hanno seguito 
con uno studio radiologico il passaggio del 
bario in ratti a modificata attivita intestinale 
mediante una resezione midollare. E risultato, 
dalle loro esperienze, che la somministrazione 
di pantotenato di Ca causa un raccorciamento 
del tempo di svuotamento del tenue: Pliteri 
ha comunicato che nel ratto operato di re- 
sezione midollare a livello del quarto seg- 
mento dorsale la somministrazione di ai 

antotenico esercita una chiara influenza sul- 
Pateivita intestinale valutata attraverso |’aper- 
tura dell’alvo (I. c.). 

Le ricerche sperimentali che potrebbero 
giustificare l’ipotesi di un’azione sulle ghian- 
dole surrenali sono anch’esse abbastanza nu- 
merose e a tal proposito ricordo quelle di 
Kaplan e Lipman (11) i quali hanno dimo- 
strato la particolare ricchezza in acido panto- 
tenico dei surreni, precocemente compro- 
messi nello stato carenziale; quelle di Daft e 
Sebrell (6) che osservarono la _regressione 
della necrosi emorragica che si ha a carico 
della zona corticale dei surreni in ratti caren- 
zati e quelle di Gaunt e Coll. (8) i quali 
osservarono, in ratti carenti, una particolare 
predisposizione all’intossicazione idrica, preve- 
nibile con la somministrazione di DOCA e 
acido pantotenico. Non mancano peré le espe- 
rienze negative sia in campo sperimentale 
(McQueeney e Coll. 14), che in quello clinico 
(Olivi e Cheli 17). 

Le ipotesi prospettate offrono naturalmente 
motivi di critica, come gia é stato detto: allo 
stato attuale del problema, la teoria pid per- 
suasiva é quella che fa risalire l’azione del- 
l’acido pantotenico al fatto che la vitamina fa 
parte integrante della molecola del coenzima A, 
fattore essenziale nei processi di acetilazione 
e nella formazione dell’acetilcolina. 

Come mediatore chimico degli eccitamenti 
nervosi del settore parasimpatico, l’acetilcolina 
é responsabile del mantenimento della normale 
funzionalita dell’intestino; la diminuzione del 
tasso acetilcolinico, sia per una scarsa forma- 
zione, che per uma eccessiva distruzione ad 
opera della colinesterasi, porta inevitabilmente 
ad una deficienza nella peristalsi intestinale e 
ad una ipotonia pili O meno grave e duratura. 
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Qualche punto rimane ancora oscuro ed 
esige ulteriori contributi di ricerca per essere 
chiarito: mi sembra tuttavia che questa ipo- 
tesi sia accettabile ai fini di una interpreta- 
zione logica delle possibilita di azione del 
pantotenato nel complesso gioco di influssi 
che concorrono a regolare la motilita fisiolo- 
gica del tubo intestinale. 


OSSERVAZIONI CONCLUSIVE 


L’uso del pantotenato di calcio in campo 
ostetrico é risultato un utilissimo provvedi- 
mento profilattico contro la possibile insor- 
genza di atonia intestinale: |’osservazione por- 
tata su un centinaio di casi trattati depone in 
senso favorevole e mi sembra possa essere 
ritenuta degna di rilievo ai fini pratici. L’as- 
senza di reazioni locali o generali, la sempli- 
cita del trattamento e, per quanto riguarda 
le pazienti gravide (con minaccia di interru- 
zione © operate di appendicectomia, mio- 
mectomia, ecc.), l’assoluta mancanza di rea- 
zione da parte della muscolatura uterina, fanno 
del pantotenato di calcio un rimedio prefe- 
ribile ai restanti medicamenti in uso allo scopo 
di impedire o di correggere uno stato di 
atonia intestinale. 

Per quanto riguarda il meccanismo d’azione 
dell’acido pantotenico si pud affermare che, 
anche in queste condizioni di sperimentazione 
clinica, il farmaco agisce attraverso la sua 
forma «attiva», cioé il coenzima A che pre- 
siede ai processi di acetilazione e, nel caso 
nostro, alia sintesi dell’acetilcolina. 


RIASSUNTO 


L’Autore riferisce sull’uso del pantotenato di calcio, 
somministrato per via intramuscolare alla dose di 
s00 mg al giorno per 4-5 gg, nelle operate di taglio 
cesareo o di annessiectomia e nelle gravide con 
minaccia di interruzione o appendicectomizzate, 
allo scopo di impedire l’instaurarsi di uno stato di 
atonia intestinale. I risultati sono stati soddisfacenti 
cosi da far preferire questa medicazione alle altre in 
uso. 


RESUME 
L’utilisation du pantothénate de calcium dans la prophy- 
laxie de l’atonie intestinale en obstétrique. 


L’auteur rapporte les résultats obtenus avec le 
pantothénate de calcium, administré par voie intra- 
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musculaire 4 raison de 500 mg par jour pendant 4 
ou § jours, chez des femmes ayant subi une césarienne 
ou une ablation des annexes et chez des femmes 
enceintes avec menace d’avortement ou appendi- 
cectomisées, afin d’empécher T’installation d’un état 
d’atonie intestinale. Les résultats ont été satisfaisants, 
Popportunité de préférer cette médication 4 
celles utilisées 4 ’heure actuelle. 


SUMMARY 


The use of calcium pantothenate in obstetrics, for the 
prophylaxis of intestinal atony. 

The author reports on the use of calcium panto- 
thenate, injected intramuscularly for 4-5 days, at a 
daily dosage of 500 mg. in patients operated on for 
cesarean section or adnexectomy, and in cases of 
appendicectomized pregnancies, or with threatened 
abortion, in order to stop the appearance of intestinal 
atony. The results were so satisfactory as to make 
this drug preferable to all other remedies in use. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Anwendung des Calciumpantothenates zur 
Prophylaxe der Darmatonie in der Frauenheilkunde. 


Verf. berichtet iiber den Gebrauch des Calcium- 
pantothenates (s00 mg taglich intramuskulér durch 
4-5 Tage) bei an Kaiserschnitt oder Adnexectomie 
Operierten, bei Schwangeren mit drohender Schwan- 
gerschaftsunterbrechung oder bei Blindarmoperation 
unterzogenen Patientinnen, um das Auftreten einer 
Darmatonie zu verhiiten. Die Ergebnisse waren 
so befriedigend, dass diese Behandlungsweise anderen 
gebrauchlichen gegeniiber den Vorzug verdient. 


RESUMEN 


El empleo del pantotenato de calcio en campo obstétrico 
en la profilaxis de la atonia intestinal. 


El autor informa sobre el empleo del pantotenato 
de calcio, administrado por via intramuscular a 
razon de 500 mg diarios durante 4 6 § dias, en las 
mujeres que han sufrido operacién cesarea o ablacion 
de los anexos, o en las embarazadas con amenaza 
de aborto o apendicectomizadas, para impedir la 
instauracién de un estado de atonia intestinal. Los 
resultados satisfactorios obtenidos sugieren la opor- 
tunidad de preferir esta medicacién a las otras en uso 
actualmente. 
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